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INTERACAO ENTRE Acanthamoeba polyphaga e Streptomyces sp. EM UM
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RESUMO

As interacbes que ocorrem entre as bactérias e amebas podem dar-se através de
relacbes mutuas, onde ambos os organismos se beneficiam da associacdo ou
parasitarias em que um organismo se beneficia em detrimento do outro. A
convivéncia de varios microrganismos que compartiiham o mesmo ambiente pode
produzir alteracdes seja no crescimento dos organismos, nos padrdes de adaptacéo,
na morfologia, no seu desenvolvimento, ou até mesmo na sua capacidade para
sintetizar proteinas e metabdlitos secundarios. Neste estudo, é avaliada a interacao
entre Acanthamoeba polyphaga e Streptomyces sp. através de cocultivo, com
objetivo de obter extratos brutos com acao antimicrobiana. No cocultivo, as amebas
inviabilizaram na presenca da bactéria. Apds contato com as amebas houve
alteracdo morfologica em Streptomyces sp. em todos os tempos de incubacao, com
producdo de hifas, diferente do controle que permaneceu na fase de esporos. A
partir do cocultivo foi possivel obter extrato bruto em 50 dias, sendo avaliados em
diferentes tempos de incubacao (1°, 7°, 14° 21° e 28° dias), contra bactérias
multirresistentes como Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, mostrando
atividade antimicrobiana, tanto no cocultivo quanto no controle. Com analise
estatistica foi possivel verificar que os extratos produzidos em 24 horas (1°)
apresentaram maior atividade, especialmente contra P. aeruginosa. Os extratos
produzidos pelo cocultivo e controle se comportaram diferentemente um do outro,
porém as diferencas ndo foram estatisticamente significativas. Em relacdo a
biomassa produzida, foi observado maior volume de biomassa no cocultivo, do que
no controle, indicando que o contato entre os dois microrganismos favoreceu a
producdo de massa celular, porém ndo houve diferenca significativa, somente
quando comparado entre dias. Estes resultados mostram que hé interacdo entre
Acanthamoeba e Streptomyces uma vez que, a bactéria se beneficiou da ameba
auxiliando no seu desenvolvimento. Esta interagdo entre os microrganismos pode
ser importante na modulacdo da producéo de substancias de acao antimicrobiana,
fato que ainda necessita investigacao.

1 Dissertacdo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente — Instituto de Ciéncias Basicas
da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (73p.) Agosto, 2015
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INTERACTION BETWEEN Acanthamoeba polyphaga and Streptomyces sp. IN A
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ANTIMICROBIAL ACTIVITY?

Author: Keli Cristiane Carvalho Barroso
Professor: Profd. Dr. Marilise Brittes Rott

Co-orientadora: Prof2. Dr. Sueli Van Der Sand

ABSTRACT

The interactions that occur between bacteria and amoebas can give through mutual
relations, where both organisms benefit from the association or parasitic in which one
organism benefits at the expense of the other. The coexistence of various
microorganisms share the same environment can produce alterations in the growth of
the organisms is, patterns of adaptation in morphology, development, or even in their
ability to synthesize proteins and secondary metabolites. This study evaluates the
interaction between Acanthamoeba polyphaga and Streptomyces sp. through
cocultivation, in order to obtain crude extracts with antimicrobial action. In
cocultivation, amoebas made it impossible in the presence of the bacteria. After
contact with amoebae were morphological changes in Streptomyces sp. All
incubation times with hyphae production, different control spores this remained in
phase. From the cocultivation it was possible to obtain crude extract in 50 days,
being evaluated in different incubation times (1°, 7°, 14°, 21° and 28° days), against
multiresistant bacteria such as Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa,
showing antimicrobial activity in both the cocultivation and in control. With statistical
analysis found that the extracts in 24 hours (1°) showed greater activity, especially
against P. aeruginosa. The extracts produced by the coculture and control behaved
differently from one another, but the differences were not statistically significant.
Regarding the biomass produced, there was a higher volume of biomass in
cocultivation, than in the control, indicating that the contact between the two
organisms favored the cell mass production, but there was no significant difference
only when compared between days. These results show that there is interaction
between Acanthamoeba and Streptomyces since the bacteria benefited amoeba
assisting in their development. This interaction between microorganisms may be
important in modulating the production of antimicrobial substances, a fact that still
requires investigation.

2 Master of Science dissertation in Agricultural and Environmental Microbiology, Institute of basic
health sciences, federal university of Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (73p.) August, 2015
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1 INTRODUCAO

Protozoarios do género Acanthamoeba sdo microrganismos
oportunistas ou patogénicos, amplamente distribuidos no ambiente tendo sido
isolados do solo, aguas, ambiente hospitalar, plantas, estojos de lentes de
contato entre outros (Reyes-Batlle et al, 2014; Caumo et al., 2009; Maschio et
al., 2014; Carlesso et al., 2010, Landell et al, 2013; Pens et al, 2008).

Este protista possui caracteristica anfizéica, ou seja, com
capacidade de sobreviver livre no ambiente como também de ser patdégeno
para humanos e animais, ocupando hoje um nicho proprio no campo da
parasitologia médica (Marciano Cabral & Cabral 2003; Siddiqui & Khan, 2012).

A importancia deste microrganismo como agente etioldgico de
doencas é ressaltada pelo aumento de casos descritos, sendo Acanthamoeba
agente causal de ceratite amebiana, encefalite amebiana granulomatosa,
sinusites e infeccbes cutaneas. (Khan, 2006; Perez & Bush, 2007; Acharya et
al, 2007; Jones et al, 1975; Booton et al, 2005).

Este protozoario € considerado um importante predador de
bactérias, atuando no controle de populacdes microbianas no solo e em
ambientes aquaticos. (Rodriguez-Zaragoza, 1994).

Interacdes entre o género Acanthamoeba e bactérias podem resultar em
um estado endossimbidtico ou ainda levar a destruicdo de um dos associados
ou ambos. (Greub & Raoult, 2004). Essas associacfes permitem que as
amebas selecionem fatores de viruléncia e sobrevivam em condi¢cfes adversas,

exercendo presséao seletiva sobre organismos no ambiente. (Steenbergen et al,



2004).

Bactérias do género Streptomyces sp., também sdo amplamente
distribuidas no solo e tem como caracteristica a capacidade de serem
utilizadas no controle biolégico de fitopatdgenos, sendo responsaveis pela
degradacéo e reciclagem de substratos naturais, além de serem reconhecidas
como produtores de inameros metabdlitos secundarios, com acao bactericida,
fungicida, anti-helminticos, inseticida e imunossupressores (Aradjo, 1998;
Kurylowicz 1981; Kurylowicz, et al, 1979).

Devido a onipresenca destes microrganismos no ambiente e levando
em consideracdo as caracteristicas de ambos, o presente trabalho teve como
alvo investigar a interacdo entre cepas ambientais de Acanthamoeba
polyphaga e Streptomyces sp., avaliando o papel de Acanthamoeba como um
estimulador da producdo de compostos bioativos por bactérias do género

Streptomyces sp. na busca por extratos brutos com agao antimicrobiana.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Verificar a interagdo entre Acanthamoeba polyphaga e Streptomyces sp.

em um modelo de cocultivo visando a obtencdo de um extrato bruto com acéo

antimicrobiana.

2.2 Objetivos especificos

Analisar a viabilidade celular dos trofozoitos de Acanthamoeba polyphaga

apoés cocultivo com Streptomyces sp.

Analisar a viabilidade celular dos esporos de Streptomyces sp apdés cocultivo

com Acanthamoeba polyphaga.

Produzir extrato bruto do cocultivo e controle e testar acdo antimicrobiana
contra as bactérias Gram negativas Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa

apos o cocultivo.

Verificar se ha diferenca nas biomassas produzidas pelos extratos brutos do

cocultivo e controle.

Testar a atividade antimicrobiana do sobrenadante, sobrenadante lisado e
semeado do sobrenadante do cocultivo, contra Escherichia coli e Pseudomonas

aeruginosa.

Verificar se 0s extratos brutos tiveram acdo contra cistos e trofozoitos de

Acanthamoeba polyphaga.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Acanthamoeba spp.

Acanthamoeba €é o0 género de protozoario pertencente ao filo
Sarcomastigophora e sub-filo Sarcodina e que compde o0 grupo de amebas de vida
(AVL) livre potencialmente patogénicas juntamente com Naegleria fowleri,
Balamuthia mandrillaris e Sappinia pedata (Marciano-Cabral & Cabral, 2003).

Este protista € cosmopolita e mostra uma distribuicdo ubiquitaria, ja tendo
sido isolado da terra, agua e ar. (Rodriguez-Zaragoza 1994; Geisen et al, 2014).
Frequentemente as AVL sao isoladas de ecossistemas antropogénicos como a agua
da torneira, unidades de ar condicionado e torres de resfriamento. (Molmeret et al.,
2005).

Acanthamoeba spp. apresentam duas formas morfolégicas no seu
desenvolvimento (Figura 1), sendo a forma trofozoitica metabolicamente ativa,
observada em condicfes favoraveis, apresentando dimensdes entre 12 e 35 um de
diametro e que se reproduz por fissdo binaria (Khan, 2006; Visvesvara et al., 2007).
Em condi¢Bes desfavoraveis como deficiéncia nutricional, dessecacao, alteracées no
pH e temperatura, as amebas sdo capazes de formar cistos, com dimensdes entre 9
e 12 ym, sendo essas estruturas resistentes a detergentes, cloro e antimicrobianos
(De Jonckheere & Van de Voorde, 1976; Tuner et al., 2000; Marciano-Cabral e

Cabral, 2003; Rodriguez-Zaragoza, 1994).


http://link.springer.com/article/10.1007/s00436-014-3976-8/fulltext.html#CR30
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Geisen%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24951165

Condic¢Ges favoraveis

hm—

Condig¢6es desfavoraveis

Figura 1: Morfologia de Acanthamoeba polyphaga em condigbes que se encontram no
ambiente. (A) Trofozoito com acanthapddios (ac), e vacuolos(v). (B) Cisto em forma
estrelada com parede cistica interna endocisto (en) e outra camada externa ectocisto (ec).
Microscopia optica 40x. (C) Cultivo de Acanthamoeba polyphaga apresentando as duas

formas morfolégicas cisto (c) e trofozoito (T). Microscopia éptica 20x.

Figura 2: Divisdo celular de Acanthamoeba polyphaga por fissdo

binaria, ao lado um (T) trofozoito. Microscopia 6ptica 40x.



3.2 Infecgdes causadas por Acanthamoeba spp.

Acanthamoeba spp. podem causar um amplo espectro de infec¢des que
irdo depender do contato da ameba com o hospedeiro assim como do status
imunoldgico do mesmo. As mais importantes infecgdes causadas por Acanthamoeba
sao a Encefalite Amebiana Granulomatosa (EAG) e a ceratite amebiana.

EAG e outras enfermidades sistémicas causadas por Acanthamoeba,
geralmente estdo associadas a individuos debilitados por fatores como infec¢éo por
HIV, tratamento imunossupressor apos transplante de 6rgaos, alcoolismo, abuso de
drogas, tratamento com esterodides, quimioterapia e radioterapia para cancer e 0s
portadores de outras doencas como diabetes, lupus eritematoso sistémico,
insuficiéncia renal, cirrose, tuberculose, Ulcera na pele e doenca de Hodgkin
(Visvesvara et al., 2007; Da Rocha-Azevedo et al., 2009; Chomicz et al., 2010).

Ja a ceratite por Acanthamoeba, € uma doenca aguda dolorosa e
progressiva que afeta a cornea (Ertabaklar et al., 2009; Sarparanta et al., 2009) e
acomete individuos higidos, e que nado desenvolvem imunidade protetora a
reinfeccdo (Niederkorn et al, 1999). O uso inadequado de lentes de contato é o
principal fator de risco a infeccdo ocular causada por Acanthamoeba, uma vez que
as lentes podem atuar como veiculos carreadores do patdgeno (Awwad et al., 2007).
Trauma de cérnea por agentes fisicos tendem a facilitar o processo infeccioso

(Jones et al., 1975; Wang et al., 2014).

3.3 Interagcao entre Acanthamoeba e bactérias

As interagbes entre bactérias e amebas podem ocorrer através de

relacbes muatuas, em que ambos 0s organismos se beneficiam da associacdo, ou



uma relacdo parasitaria, em que um organismo se beneficia em detrimento do outro
(Khan & Siddiqui 2014).

Quando se trata de sobrevivéncia de uma dada espécie, 0s organismos
podem interagir de forma antag6nica competindo pelo alimento, ou podem cooperar
para obter requisitos nutricionais e evitar a predacdo por outros organismos.
Podendo haver uma relagdo de "presa-predador” (Regnn et al., 2002).

Amebas de vida livre desempenham um papel versatii no ambiente,
influenciando na regulacdo de populacdes microbianas (Khan & Siddiqui 2013).
Além de utilizar as bactérias como fonte de alimento, (figura 3) Acanthamoeba
também atua como um vetor/reservatério de patdégenos bacterianos (Siddiqui &
Khan 2012). Entretanto, algumas bactérias desenvolveram a capacidade de resistir a
digestdo pés-fagocitose amebiana, sendo denominadas bactérias resistentes a

ameba (Greub & Rauolt, 2004).

1. Bacteria bind to

Acanthamoeba - S

2. Bacteria invade and/or taken up
by Acanthamoeba

i Pathogenic bacteria ! i Non-pathogenic
i survive intracellularly : i bacteria are killed !

5. Lysosomal evasion

S i Bacteria are lysed

Bacteria survive
and multiply

Bacteria survive
but do not multiply

Figura 3: Invasdo de bactérias em Acanthamoeba, uma vez intracelular, as
bactérias ndo patogénicas sdo mortas e usadas como fonte de alimento,
enquanto que as bactérias patogénicas evadem o mecanismo intracelular e
sobrevivem ou multiplicam-se dentro de Acanthamoeba. Fonte: Siddiqui & Khan
2012.



As associagbes entre microrganismos e Acanthamoeba tém sido
relatadas em diferentes espécies bacterianas, como por exemplo, Legionella
peunomophila, um patégeno intracelular de seres humanos que € capaz de
multiplicar-se no seu interior e utiliza as amebas como um veiculo (Molmeret et al.,
2005; Kwaik 1996).

Ja Mycobacterium smegmatis apresentou capacidade de internalizar-se e
multiplicar-se em Acanthamoeba polyphaga, escapando da via de degradacdo no
interior do citoplasma, e ocasionou a lise amebiana (Lamrabet et al., 2012).

Portanto, Acanthamoeba e outras Amebas e vida livre, ndo s6 podem ser
usadas para descobrir novas bactérias intracelulares, mas também como uma
ferramenta para investigar a sua patogenicidade, descobrir novos fatores de

viruléncia e estudar as interacfes patdégeno/hospedeiro. (Tosetti et al., 2014).

3.4 Actinomicetos

Os actinomicetos ou actinobactérias séo bactérias Gram-positivas,
filamentosas, com alto teor de G+C (guanina + citosina) em seu DNA. Este filo esta
amplamente distribuido em diversos ambientes, como agua, associado com liquens
e principalmente em plantas e solo (Gonzélez, 2005).

Podem ser aerdbios, microaerofilos ou anaerébios (Lacaz et al., 2002). As
actinobactérias possuem aspectos morfoldgicos e de ciclo celular diferenciados dos
demais organismos Gram-positivos. Conforme o género podem ser esféricas, ou
bacilares e formam, em algum estagio de seu desenvolvimento, hifas que compdem
um micélio de coloracéo variada (Leblond & Decaris, 1994).

As colbnias de actinomicetos sdo formadas por uma massa celular de



hifas, constituindo o micélio. Essa massa € formada a partir do desenvolvimento de
esporos, esporangios ou fragmentos de hifas em meio solido, constituindo
primeiramente o micélio vegetativo, de carater hidrofilico. Crescendo verticalmente,
algumas cepas de actinomicetos diferenciam seu micélio vegetativo em micélio
aéreo, de carater hidrofobico, o que provoca uma alteracdo nas caracteristicas
morfogenéticas, fisiolégico e ultraestrutural (Vobis, 1997). Diferem-se também de
outras bactérias por possuirem um crescimento lento (Aradjo, 1998).

Também, exibem propriedades metabdlicas, tais como a producédo de
enzimas extracelulares e a formacdo de uma ampla variedade de metabdlitos
secundarios. A maioria dos antibiéticos em uso hoje sdo derivados de produtos
naturais de actinobactérias, fungos e outras bactérias (Raju et al., 2010).

Os procariotos sdo o0s grandes responsaveis pela producdo de
compostos, atingindo um total de cerca de 50000 compostos. Destes, 22000 séo
bioativos e cerca de 16500 apresentam atividade antibiética. Entre os procariotos, as
bactérias pertencentes aos géneros Bacillus, Pseudomonas, Mixobacterias e
cianobacterias sdo responsaveis pela producdao de 17% (3800) do total de
compostos bioativos microbianos, actinomicetales representam 45% (10000), e
fungos representam 38% da producdo. Entre o0s actinomicetos, o género
Streptomyces € 0 maior produtor com cerca de 70-80% dos metabdlitos secundarios
bioativos, sendo o0s restantes produzidos por diferentes géneros como
Saccharopolispora, Amycolatopsis, Micromonospora Actinomadura, Nocardia,
Microbispora, Streptosparangium e Actinoplanes. (Demain, 1998; Challis &;
Hopwood, 2003; Berdy, 2005; El-Tarabity & Sivasithamparam, 2006).

Muitos dos metabdlitos que sao produzidos pelos actinomicetos

apresentam acao sinérgica, como observado em Streptomyces clavuligerus,
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Streptomyces jumonziensis e Streptomyces katsurahamanus com a coproducao de
beta-lactamicos (cefamicina) e acido clavulanico e as estreptograminas (Challis &

Hopwood, 2003).

3.5 Streptomyces sp.

Streptomyces sao bactérias do solo, Gram positivas, aerObias estritas,
cujas colbnias sdo pequenas pulverulentas ou aveludadas, com micélio aéreo de
diferentes tonalidades e produtoras de pigmentos soluveis (Araujo, 1998).

O ciclo de vida é complexo, se inicia com a germinacao do esporo, dando
origem a um micélio formado por hifas ramificadas que penetram no substrato,
metabolizando fontes organicas de nutrientes como polissacarideos pela acdo de
enzimas extracelulares. (Figura 5). A partir deste micélio vegetativo (hifas primarias),
desenvolve-se 0 micélio aéreo (hifas aéreas) no centro da colénia. As hifas séo
multicelulare, que dardo origem a cadeias de esporos. Nesta fase, ativam-se 0s
metabolismos secundarios, em que sdo produzidos, principalmente, antibiéticos e
pigmentos (Araudjo, 1998; Padilha, 1998).

Outra caracteristica importante é que estruturas como esporos de
Streptomyces nao séo resistentes ao calor, sdo metabolicamente menos ativos do
que as células vegetativas, mas possuem algumas enzimas e metabolizam
substratos enddgenos e exdgenos. Os esporos de Streptomyces streptomycini, por
exemplo, contém varias enzimas envolvidas no metabolismo central do carbono,
nitrogénio e compostos contendo fésforo. As atividades especificas de algumas
enzimas catalizando reacdes de desidrogenagao, sdo maiores em esporos do que

no micélio vegetativo jovem (Ensign, 1978).
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Os esporos contribuem para a preservacao da espécie, pois mesmo nao
resistindo ao calor, resistem a dessecacédo, ajudando as espécies a sobreviverem no
periodo da estiagem (Ventura et al., 2007).

Streptomyces sp. sdo conhecidos mundialmente devido a sua enorme
capacidade de produzir metabolitos secundarios, fornecendo ao mercado
farmacéutico as mais variadas opcoes terapéuticas (Padilha 1998; Taechowisan et
al., 2003). Além dos antibioticos (figura 4) de uso clinico, para humanos, veterinario
e agroquimico, outros metabdlitos secundarios sdo produzidos como, enzimas,

imunomoduladores e inibidores de enzimas (Aradjo, 1998).

Platansimycind™5 5. plalensis
Daptomycir™® 5 roseospons

2000 Linazolid="" Synthatic
Mupirocin198s Pseudomonas Muorescens
1970 Ribostarmycin 9™ 5. dbosidificus

Fosformycin 1992 5. fradfiae
Trmathoprim!#58 Synthetic
Gentamicin 1953 Micromonospora puipurea
Fusidic acid'® Fusidium coccinaum

1960 Nalidixic acid ™2 Synthetic
Tinidazole '*=2 Synthatic
Kanamycin1957 S, kanamyceticus
Rifamycin 357 Amyeolalopsis maditemanad
Moviobiocin 1958 5 niveus
Vancomycin1¥55 5. onentalis
Cyolosanna ™5 5. ganphalus
Lincomycin'®= 5. Incolnensis
Erithromycin 1952 Sacchampalyspora evylhrasa
Virginiamycin 1952 in 8. pristinaespiralis 5. viginiae
lsoniazid 1951 Synthatic
Viomycin 1951 S wvinaceus 8 S. capraoius
lsoniazid 1951 Synthatic
Viomycin 1951 S, winaceus e S. capreolus
Mystatin'®=® S nourse

1950 Tetracyclina'?* 5. aurecfaciens
Meomycin'®® 5. Fadiae
Chloramphanicol'™2 5. venezueias
Polymyxin "7 Bacifus polymyxa
Mitrofurantoin 247 Syntheatic
Ceaphalesponns'™5 S, cavulgerus
Bacitracin "5 Bacilius fchenbrims
Caphalosponns'®5 5. cdavulgerus
Straplomycin1®+* 8. griseus

1940 Panicillin'® Papicifum chrysogenum

Figura 4: Destaque de antibi6ticos produzidos por algumas espécies de Streptomyces com
suas respectivas datas de descoberta. Fonte: De Lima Procépio et al., 2012.
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A maioria dos metabdlitos secundérios em Streptomyces sp. € produzida
durante a fase intermediaria entre a producdo de micélio e a esporulagéo,
acompanhando a diferenciacdo morfolégica (Hwang et al., 2013).

Esses microrganismos tém grande importancia industrial, correspondendo
a 70% dos antibidticos hoje conhecidos. A producao de antibioticos esta diretamente
relacionada com o ciclo celular, que sofre influéncia de fatores, como variacbes
nutricionais e fatores de regulacao (Padilha, 1998) que precedem ou coincidem com
o desenvolvimento da hifa aérea em culturas crescidas sobre superficies (Bibb,

2005).

Spore Germinating
Chains -

ST L
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[=]
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Life Cycle

Aerial Growth

Aerial Hyphae Vegetative Mycelium

Figura 5: Ciclo do Streptomyces sp. Germinag&o de micélio vegetativo a partir de um esporo
simples seguido por crescimento aéreo com produgdo de um micélio aéreo. As hifas
produzidas passardo por septagdo para produzir esporos em compartimentos, que se

dispersam iniciando-se um novo ciclo. Fonte: Mcgregor (1954).

3.6 Metabolitos secundarios

Metabolitos secundarios microbianos sdao moléculas que possuem uma

grande variedade de estruturas quimicas complexas, que séo produzidas por
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microrganismos logo que a fase exponencial de crescimento esteja terminando
(Phaff, 1991).

Segundo Demai (1998) os metabolitos secundarios sdo moléculas néo
essenciais para o0 crescimento, manifestando-se em diversas interagdes como
antagonismos, sinergismos, exercendo efeito regulatério ou modulador entre
microrganismos e outros sistemas vivos, como plantas, microfauna, mesofauna e
animais. Estes compostos podem inibir ou causar a morte do organismo alvo,
podendo ser especificos ou ndo com efeito toxico (Vaishnav & Demain, 2010).
Também conferem vantagens competitivas ao organismo produtor e podem ter acéo
como molécula sinalizadora (Berdy, 2005).

A versatilidade metabodlica esta nos produtos resultantes do
metabolismo secundario como, por exemplo, os antibiéticos que podem ser
compostos naturais ou sintéticos capazes de inibir o crescimento ou causar a morte
de um microrganismo. Podem ser classificados como bactericidas, quando causam a
morte de bactérias, ou bacteriostaticos, quando promovem a inibicdo do crescimento
microbiano (Guimaraes et al., 2010).

Esses metabdlitos exercem acao contra diversos microrganismos, podendo
ser antibacterianos, antifingicos (Caffrey et al., 2008), anti-helminticos e
antitumorais (Olano et al.,, 2009), bem como ser utlizados na producdo de
imunossupressores (Graziani, 2009) e enzimas extracelulares (Insam, 2001).

Aproximadamente 16500 antibioticos ja foram produzidos, porém somente
cerca de 150 tem uso direto na medicina humana, veterinaria e na agricultura
(Demai, 1998, Challis & Hopwood, 2003, Berdy, 2005, El-Tarabity &

Sivassthamparam, 2006).
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3.7 Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa

Enterobacteriaceae € a familia de bactérias compostas por bacilos Gram
negativos, tendo como um dos representantes a Escherichia coli, capazes de
fermentar glicose, de reduzir nitrato a nitrito e que apresentam reacéo de citocromo-
oxidase negativa (Allen et al., 2008). A maioria das espécies desenvolve-se bem a
temperatura de 37°C, entretanto algumas tém temperatura 6tima entre 25 e 30°C e
sédo frequentemente mais ativas metabolicamente a estas temperaturas. Existem
géneros psicrotroficos frequentemente encontrados no solo, agua e trato
gastrointestinal de seres humanos e animais (Holt et al., 1994; ICMSF, 2000;
Madigan et al., 2004).

A Escherichia coli é agente etiologico associado a infec¢cdes humanas em
pacientes imunocomprometidos e suscetiveis as infeccbes hospitalares (Pitout
2008). E comumente isolada de ambientes clinicos e é um patégeno relacionado a
diversas patologias extra-intestinais: infeccées do trato urinario, bacteremia,
osteomielite, meningite neonatal, entre outras (Hamzaoui et al., 2009; Rath et al.,
2014). Apresenta mecanismo de resisténcia pela producdo de beta-lactamases,
constituindo grandes problemas na resisténcia a mdultiplos farmacos (Rath et al.,
2014).

Bactérias como Pseudomonas aeruginosa pertencem a familia da
Pseudomonadaceae, que sao bacilos Gram-negativos, aerobios ou anaerdbios,
guimio-organotréficos e estdo dispersos em diversos habitats como solo, agua,
plantas e animais. (Sharma et al., 2014). Pseudomonas aeruginosa é considerada
um patdgeno oportunista responsavel por infecgbes hospitalares. (Sharma et al.,
2014). E um agente, gue acomete principalmente, pacientes

imunocomprometidos, sendo um dos patdgenos nosocomiais mais problematicos
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(Ferreira 2010). Além disso, P. aeruginosa coloniza frequentemente os pulmdes de
pacientes com fibrose cistica, doenca hereditaria associada com o papel insuficiente
dos canais de cloreto e retencdo de muco no pulméo, reduzindo a funcado pulmonar
e a expectativa de vida do paciente. (Mesaros et al; 2007). Um dos principais
problemas associados com a terapia de infeccdes por este agente patogénico é a

sua resisténcia a varios antimicrobianos.
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4 MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi desenvolvido nos Laboratorios de Parasitologia e de
Bacteriologia, do Departamento de Microbiologia, Parasitologia e Imunologia, do
Instituto de Ciéncias Basicas da Saude (ICBS) da Universidade Federal do Rio

Grande do Sul, Brasil.

4.1 CondicOes de crescimento de Acanthamoeba polyphaga

Os experimentos foram realizados utilizando uma cepa (ATCC® 30872™)
isolado ambiental de Acanthamoeba polyphaga que pertencente ao genoétipo T4. As
amebas foram cultivadas em meio PYG (2% de protease peptona, 0,2% de extrato
de levedo e 1,8% de glicose) suplementado com estreptomicina e penicilina G a

temperatura constante de 30°C em garrafas de cultivo celular (25cm?).

4.2 CondicOes de crescimento de Streptomyces sp.

O isolado R18 (6) do género Streptomyces sp. um actinomiceto endofitico
isolado de raizes de tomateiro (Lycopersicon esculentum), (De Oliveira, 2010), foi
cultivado em placa de Petri contendo 4gar amido caseina (ACA) (amido 1%; caseina
0,012% ; NaCl 0,2% ; KNO3 0,2%; K2HPO4 0,2%; MgSO4 0,005%; FeSO4 0,001%;

CaCO0s3 0,002%; agar bacteriologico 0,6%) a temperatura de 30°C durante 7 dias.

4.3 CondicOes de crescimento de Pseudomonas aeruginosa e

Escherichia coli

Bactérias Gram-negativas, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli
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de origem clinica, fornecidas pela Dra. Ana Lucia Souza Antunes do Laboratorio de
Analises Clinicas da Faculdade de Farméacia da UFRGS foram cultivadas e mantidas
em caldo tripticaseina de soja (TSB — Caldo Tripticaseina de Soja) incubado durante
a 37°C, e realizado o perfil de susceptibilidade frente a antimicrobianos conforme
(tabela 1).

Tabela 1: Perfil de suscetibilidade dos isolado Gram negativos aos antimicrobianos

Antimicrobianos Escherichia coli Pseudomonas aeruginosa

AMC R
AMP R
ATM R
CAZ
CFL
CFO
CIP

CLO
CDP
CRO
CTX
ETP
EST
GEN
IMP

MER
NIT

NOR
SUT
TET

Py

g T IV W UV WXV W XXV XUV OV OV MWV UV O W O D

J U v XV XV XV W XV XV UV UV UV UV U D

Py
Py

amoxicilina/clavulanato (AMC), ampicilina (AMP), aztreonam (ATM), ceftazidima (CAZ), cefalotina
(CFL), cefoxitina (CFO), ciprofloxacina (CIP), cloranfenicol (CLO), cefpodoxima (CPD), ceftriaxona
(CRO), cefotaxima (CTX), ertapenem (ETP), estreptomicina (EST), gentamicina (GEN), imipenem
(IMP), meropenem (MER), nitrofurantoina (NIT), norfloxacina (NOR), sulfametoxazol/trimetoprim
(SUT), tetraciclina (TET). R= Resistente; I= Intermediario; S= Sensivel. Fonte: adaptacdo de
Carvalho, (2014)
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4.4 Cocultivo entre Acanthamoeba polyphaga e Streptomyces sp.

Para a realizacdo dos experimentos, primeiramente foram recolhidos os
trofozoitos que formavam a monocamada na garrafa de cultivo celular, em seguida o
conteudo celular foi centrifugado por 1500rpm, lavado uma vez em tampéao fosfato
salino (PBS) e realizado a contagem de trofozoitos em camara de contagem Fuchs —
Rosenthal de 10° trofozoitos/mL em acondicionados em nova garrafas de cultivo
celular de 25 cm? em PBS 1X, em um volume de 5mL, e incubada a 30°C por 30
minutos para permitir a adesao.

ApOs este processo, em seguida foi realizada a contagem das células
bacterianas em camara de Neubauer em uma concentragéo de 10’ esporos/mL.Logo
apos a contagem, os esporos foram adicionados a garrafa de cultivo celular junto
com os trofozoitos, tendo como volume final 10 mL.

O experimento do cocultivo juntamente com os controles foram realizados
em um Unico dia, ou seja, obtivemos um total de 84 garrafas de cultivo celular, onde
18 garrafas forma disponibilizadas para o controle de A. polyphaga, 33 garrafas para
controle dos Streptomyces sp. e 33 garrafas para o cocultivo, todas as 84 garrafas
foram incubadas a 30°C. As avaliacfes de viabilidade celular tanto das amebas
como das bactérias foram verificadas em 24, 48, 72, 96, 120 e 144h, ou seja, eram
retidas por dia 9 garrafas de cultivo celular (3 controles amebas, 3 controles bactéria
e 3 dos cocultivos) por dia, totalizando ao final deste experimento de viabilidade
celular 54 garrafas de cultivo celular.

Para o ensaio de producao de extrato bruto, foi utilizado um total de 30
garrafas de cultivo celular sendo (15 garrafas para controle bactéria e 15 garrafas
para os cocultivos). As garrafas eram mantidas em estufa de 30°C e as avaliagbes

eram realizadas uma vez na semana por 5 periodos de incubagéo ou seja, em (24,
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168, 336, 504 e 672h). O experimento teve um total de 28 dias como traz a (figura 6)

onde foi realizado em triplicata e repetido pelo menos uma vez mais.

Tempos de
Avaliagdo

|
Controle bactéria ‘ Cocultivo ‘

2 2 4

| Controle amebas
L

12 dia: 24horas ©® © ©
72 dia: 168horas © © ©
142 dia: 336horas [ o) © ©
219 dia: 504horas ® ® ®©
282 dia: 672horas © © ©

Figura 6: Modelo de cocultivo com seus respectivos tempos de incubacdo. Para
avaliacdo da viabilidade celular das amebas e bactéria e cocultivo realizadas por 6 dias.
E para a producdo de extrato bruto as avaliagbes foram realizadas por 28 dias do
controle das bactérias e do cocultivo.

4.5 Viabilidade amebiana apés cocultivo

Para avaliar a viabilidade celular de A. polyphaga apés cocultivo com
Streptomyces sp. foi realizado o ensaio de exclusdo com azul de tripano conforme
Lamrabet et al. (2012). As células amebianas provenientes do cocultivo dos tempos
de 24, 48, 72, 96, 120 e 144h foram retirados o contetdo celular e aliquotas de 1mL
foram coradas com solucdo de azul de tripano a 0,4% e contadas em camara de
Fuchs-Rosenthal para avaliacdo da viabilidade celular. O experimento foi feito em
triplicata, com pelo menos uma repeticdo. O controle constituiu-se de trofozoitos de

A. polyphaga incubados em PBS 1X, nos mesmos periodos de tempo.
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4.6 Viabilidade bacteriana apés cocultivo

Para avaliar a viabilidade dos esporos de Streptomyces sp. apos o
cocultivo, foram retirados a cada periodo de incubacéo (24, 48, 72, 96, 120 e 144h)
onde era retirado o contetdo celular em uma aliquotas de 1mL em seguida foram
coradas com laranja de acridina, permitindo evidenciar a concentracdo bacteriana
viavel. Também foram realizadas duas diluicdes para cada amostra (101 10?) que
em seguida foram semeado em ACA e incubadas a 30°C durante 5 dias para
estimar o nimero de UFC (Unidades Formadoras de Colénia). Como controle, 0os
esporos foram mantidos em PBS 1X, pelos mesmos periodos de tempo. Todos 0s

experimentos foram realizados em triplicatas.

4.7 Avaliacao da atividade antimicrobiana através da técnica de

dupla camada

Decorridos os tempos de 24h, 168h, 336h, 504h e 672h de cocultivo entre
Acanthamoeba e Streptomyces, a atividade antimicrobiana foi avaliada utilizando-se
a técnica de dupla camada.

As células provenientes do cocultivo foram retiradas da garrafa de cultivo,
e em seguida lisadas pela passagem da suspensdo sete vezes através de uma
seringa com agulha de calibre 27G. (Moffat, & Tompkins. 1992). Um volume de 1 mL
do lisado resultante foi semeado em placa contendo meio ACA e incubado por 5 dias
a 30°C. ApoOs o periodo de incubacdo, em uma nova placa contendo ACA inoculou-
se, pelo método de picada, o crescimento celular do lisado do cocultivo, sendo
incubado por mais 5 dias. Sobre o crescimento da picada foram vertidas suspensoées

bacterianas de P. aeuruginosa e E. coli multirresistentes contendo 1mL de
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suspensdo 108 UFC/mL que corresponde a 0,5 na escala McFarland e 9 mL de agar
Miiller-Hinton fundido. As placas foram incubadas durante 24/48 horas a 37 °C. Apés
este periodo foram realizadas medidas dos halos de inibicdo com auxilio de uma
régua, determinando a atividade antimicrobiana qualitativa do cocultivo e do
controle, contra as respectivas bactérias Gram negativas. Como controle foi utilizado
0 Streptomyces sp. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Os halos

foram medidos em duas direcdes e destas medidas foi calculada a média.

4.8 Producéao de extrato bruto do cocultivo

Para a producdo do extrato bruto, o contetdo celular do cocultivo apés
passar por lise, foi adicionado em ACA e incubado durante 5 dias e as colonias
resultantes foram utilizadas para fazer um pré-inéculo. As coldnias foram retiradas
da placa com uma alga de platina e inoculadas em erlenmeyers de 250mL contendo
50mL de caldo amido caseina, incubados por 48 h a 30°C, sob agitacdo de 100
r.p.m. Em seguida, para a obtencdo de extrato bruto do cocultivo retirou-se 5mL
deste pré-indculo e transferiu-se para novos frascos erlenmeyers contento 0 mesmo
meio base e incubou-se por 10 dias a 30 °C sob agitacdo de 100 r.p.m. A avaliacao
do extrato bruto do cocultivo foi realizada a cada 24h, (figura 7). A cada dia o cultivo
era centrifugado a 5.000 r.p.m por 10 minutos para separa¢do da massa celular e do
sobrenadante era retirada uma aliquota para nova centrifugacdo a 13.000 r.p.m
durante 10 minutos a fim de obter um extrato isento de células, para realizacdo do

teste de difusdo em poco. Todo ensaio foi realizado em triplicata.
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l
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Producdo de extrato bruto
309C /agita¢do de 100r.p.m
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Avaliagao a cada 24horas

Figura 7: Processo para producgéo de extrato bruto do controle e cocultivo.

4.9 Testes de antibiose por difusdo em poco

A técnica de difusdo em poco consistiu em semear com auxilio de um
suabe uma concentracgdo celular de 108 UFC/mL das bactérias P. aeruginosa e E.
coli sobre uma placa contendo 20 mL de agar triptona de soja (TSA). Apos a
semeadura foram feitos pocos no agar com o auxilio de cilindros de
aproximadamente 9mm de diametro distribuidos equidistantes na placa. A cada
poco foram adicionados 100 pL de extrato bruto de cocultivo que haviam

apresentado atividade antimicrobiana no teste de dupla camada.
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ApoOs a adicao do extrato bruto nos pocos, a placa foi incubada por 24 h a
4°C para o extrato difundir-se no meio de cultura. Posteriormente a placa foi
incubada por 24/48h a 37°C (figura 8). Em seguida foram realizadas medi¢cGes dos
halos de inibicdo formados pelos extratos brutos e controle, frente aos
microrganismos E. coli e P. aueruginosa. Todo experimento foi realizado em

triplicata.

Extrato bruto
Centrifugado
13.000 r.p.m/10min

Inoculado 100uL do extrato bruto
em cada pog¢o na placa
contendo os respectivos
microrganismos

g’

E. coli P. aeruginosa

Placas incubadas a 42C/24horas

|

Placas incubadas a 372C/48horas
Leitura dos halos de inibicao

Figura 8: Processo do teste de difusdo em pogo dos extratos brutos do cocultivo e controle

(Streptomyces sp) contra E. coli e P. aeruginosa.
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4.10 Avaliacao da producao de biomassa (peso seco)

Este experimento teve como objetivo avaliar o volume de biomassa
produzida do cocultivo e do controle (Streptomyces sp.), em cada periodo de tempo.

Depois de produzido o extrato bruto, conforme descrito no item 4.8, a
producdo de biomassa celular foi avaliada. Para a determinacdo do peso seco, 0S
tubos Falcon 50 mL vazios foram previamente pesados (peso inicial), e
posteriormente preenchidos com a cultura e centrifugados a 5.000 r.p.m por 10
minutos, 0 sobrenadante foi separado do sedimento. (figura 9). Os frascos contendo
sedimentos foram colocados para secagem (2 a 7 dias em estufa de 50°C) e depois
foram novamente pesados em balanca de precisdo. O peso seco foi determinado
pela diferenca entre o peso inicial (fracos vazios) e peso final (com contetudo

celular).

1
P 2~
Secagem da

Produgao extrato Centrifugacao biomassa em

bruto sob 5.000r.p.m/10min estufa 50°C
agitacao 100rpm

Figura 9: Procedimento de separacdo de extrato bruto e massa celular. Processo de

Peso seco

producdo do extrato bruto em agitacdo (1). Extrato bruto centrifugado a 5000RPM/10

minutos (2). Separacdo da massa celular para realizacdo do peso seco. (3)
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4.11 Avaliagéo da atividade do sobrenadante do cocultivo contra E.

coli e P. aeruginosa

ApoOs realizar cocultivo como descrito no item 4.4, para este teste foi
realizado a avaliacdo somente do sobrenadante do cocultivo e respectivos controles.
Foram retirados conteudos celulares das garrafas de cultivo celular e em seguida
centrifugadas a 13.000 r.p.m por 10 minutos. Apds centrifugacao foi realizada o teste
de antibiose por difusdo em poco como descrita no item 4.9 em que aliquotas de
100ul do sobrenadante foram adicionadas a placas previamente semeadas com P.
aeruginosa e com E. coli. Ap6s 24/48h foi realizada a medig&o dos halos de inibicao.

Todo experimento foi realizado em triplicata.

4.12 Avaliacéo da atividade do lisado do cocultivo contra Escherichia

coli e Pseudomonas aeruginosa

O experimento foi realizado conforme descrito em 4.4, porém apdés
centrifugacdo, o sobrenadante foi lisado, ou seja, passado sete vezes por uma
seringa com agulha de calibre 27G para a completa lise e em seguida adicionado na
placa para difusdo em poco como descrito no item 4.9 para testar sua atividade
contra Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli multirresistentes. O teste foi
realizado nas mesmas condi¢cdes de temperatura, tempo e leitura dos halos de

inibicdo. Todo experimento foi realizado em triplicata.

413 Teste do sobrenadante semeado do cocultivo contra

Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa
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A analise do sobrenadante semeado visou verificar se este conteudo
apresentaria atividade contra as bactérias Gram negativas. O experimento foi
realizado da mesma forma como descrito no item 4.4, porém apOs obter o
sobrenadante, o mesmo foi semeado em agar amido caseina (ACA), e incubado a
30°C, por apenas 2 dias de crescimento, com objetivo de verificar se em um curto
periodo de crescimento, influenciaria na acéo antimicrobiana.

Apos estes dois dias de crescimento, o conteudo celular foi ressuspendido em
PBS 1X e raspado com auxilio de alca de platina, esse conteudo celular foi
centrifugado a 13.000 r.p.m por 10 minutos e em seguida o sobrenadante foi testado
pelo método de antibiose por difusdo em poco como descrito no item 4.9 contra P.
aeruginosa e E. coli. Todo o teste foi realizado nas mesmas condi¢cdes de

temperatura, tempo e leitura dos halos de inibicdo e em triplicata.

4.14 Avaliacao da atividade do extrato bruto do cocultivo contra

trofozoitos e cistos de A. polyphaga

Neste teste avaliou-se a atividade dos extratos brutos do cocultivo contra
trofozoitos e cistos de A. polyphaga. Para este experimento 100uL de uma
suspensdo contendo 1,6x10° trofozoitos foi adicionado a microplaca de 96 pocos
contendo 100uL dos extratos que apresentaram maior atividade antimicrobiana.
Foram testados os extratos brutos do cocultivo e controle do 1° e 21° tempo de
incubacéo. Foram selecionados respectivamente os extratos do terceiro dia de cada
tempo com melhor atividade. A avaliacdo foi realizada em 24 e 48 horas em
concentracédo de 1:1, 1:2 e 1:4, (figura 10) e em seguida foi avaliada a viabilidade

utilizando corante de exclusdo azul de tripano através de contagem com camara de
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Fuchs Rosenthal. Todo o experimento foi realizado em triplicata. O mesmo

procedimento descrito acima foi realizado para cistos.

1'EXI(,]5 1,6x10° cistos
Extratos trofozoitos
32 dia de produgdo de cada toz s 4 56 70 5 10 112
periodo de - 1+000000000000
incubaci024h/504h = | s000000000000
000000000000
Q00000000000
:Q00000000000
*O00000000000
sQO00000000000
*00002922228.0.0

24/48h azul de tripano
Fuchs Rosenthal

Figura 10: Avaliacdo da atividade dos extratos brutos produzidos no 3° dia do tempo de

incubacao de 24horas e 504horas do controle e cocultivo.

4.15 Analise estatistica

Os resultados obtidos com teste de difusdo em poco e da biomassa foram
aplicados a analise de variancia (ANOVA) multifatorial e o teste de comparacao de
multiplas médias (teste de Tukey), considerando 95% de significancia. O programa

utilizado foi o BioEstat 12.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

O presente estudo teve como objetivo verificar a interacdo entre A.
polyphaga e Streptomyces sp., sendo este o primeiro estudo que utiliza o modelo de
cocultivo entre protozoario e bactéria, visando a obtencéo de extrato bruto com acéo

antimicrobiana.

5.1 Viabilidade amebiana ap6s cocultivo

A fim de verificar a viabilidade amebiana de A. polyphaga apos cocultivo
com Streptomyces sp., utilizou-se o corante vital azul de tripano. O cocultivo foi
realizado em PBS 1X e a avaliacéo foi realizada por um periodo de incubacédo de 6
dias, onde visualizou-se um decréscimo na viablidade celular amebiana. (figura 11).

Foi possivel verificar que no tempo inicial de 24h houve um declinio na
viabilidade celular amabiana, que foi progressivo até o tempo final de 144h,
demonstrando assim que houve uma inviabilidade total de 11% das amebas em

cocultivo.

100
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92
90
88
86
84
82

H Controle

Viabilidade (%)

H Cocultivo

24 48 72 96 120 144
Tempo (h)

Figura 11: Viabilidade de A. polyphaga em cocultivo com Streptomyces sp. ao longo do
tempo.
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Estes resultados mostraram que Streptomyces sp. influenciou na
diminuicdo da viabilidade amebiana, o que provavelmente se deve a producao de
compostos bioativos, ja relatada para este género bacteriano. Isto corrobora com
experimentos de cocultivo de Acanthamoeba polyphaga e Streptomyces californicus
apresentados por Yli-Pirila et al. (2006) demonstrando uma reducéo significativa na
viabilidade e sobrevivéncia de amebas, a partir do sétimo dia de cocultivo.

O mesmo foi relatado no estudo de Lamrabet et al. (2012) em que
cocultivo de Mycobacterium smegmatis e Acanthamoeba polyphaga ao longo de
cinco dias resultou em lise das ameba e aumento significativo do crescimento de M.
smegmatis. No presente estudo foi possivel visualizar o aumento do crescimento de
Streptomyces sp. em cocultivo (Figura 12), em contraste com o controle (figura 13)
que permaneceu somente na fase de esporo.

Isto pode ter ocorrido pelo fato de as amebas comecarem a encistar-se
devido a escassez de nutrientes apresentando caracteristicas como: aumento na
densidade citoplasmatica, expulsdo de agua das vesiculas e reducao do volume do
nucléolo para cerca de 80%. Sugere-se que poderia ser esta a fonte alimentar para
o desenvolvimento de Streptomyces sp. (Bowers & Korn 1969). Outra possibilidade
seria a de que os esporos de Streptomyces tenham sido fagocitados pelos
trofozoitos amebianos e ali encontrado nutriente para desenvolver-se (Yli-Pirila et al

2006).
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Figura 12:Cocultivo no tempo de incubacéo de 21 dias. Verifica-se alteragdo morfolégica de
Streptomyces sp. em contato com A. polyphaga (C) onde ha desenvolvimento de um
conjunto de hifas (H).

Figura 13: Controle do Streptomyces sp. (E) esporos no tempo de 14° tempo de incubagéo,
se mantendo na forma de esporo até tempo final do 28° tempo de incubacao.
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5.2 Viabilidade bacteriana apds cocultivo

A viabilidade das células bacterianas (esporos) foi avaliada apds o
cocultivo, com o propdésito de analisar se o contato dos trofozoitos com os esporos
afetaria a viabilidade celular de Streptomyces sp. e se haveria influéncia no
crescimento celular. O teste realizado com corante laranja de acridina demonstrou
viabilidade celular dos esporos, e quanto ao crescimento celular, houve significativo
aumento da quantidade de esporos, impossibilitado a contagem de unidades
formadoras de col6nias (UFC), em duas diluicdes seriadas (10* 102 ). Os esporos
desenvolveram-se e houve formacdo de hifas logo apds as 24horas de analise,
comprovando que ocorreu o desenvolvimento de Streptomyces sp. em comparacao
ao controle, onde o organismo permaneceu sob a forma de esporo.

O estudo realizado por Yli-Pirila et al., em 2006, mostrou através do
cocultivo de A. polyphaga com fungos Aspergillus versicolor e Penicillium
spinulosum, que a associagdo ndo influenciou no crescimento amebiano, porém
ambos os fungos se beneficiaram da presenca de amebas, uma vez que 0 hamero
total de esporos viaveis foi significativamente maior em cocultivo do que nos

controles, durante os primeiros 3 dias de incubacéo.

5.3 Avaliagéo da atividade antimicrobiana do cocultivo pelo teste de
dupla camada

A fim de avaliar a atividade antimicrobiana do cocultivo, foi aplicada a
metodologia qualitativa de dupla camada, que analisa a possivel producdo de
compostos bioativos com acdo antimicrobiana resultante desta associacdo. Para

isso foram utilizadas as bactérias Gram negativas multirresistentes Escherichia coli e
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Pseudomonas aeruginosa.

Uma caracteristica importante visualizada foi que, em 24horas de analise
havia um halo de inibicdo forte e que em 48 horas havia outro halo de inibicéo,
porém mais fraco (Figura 14). Desta forma pode-se sugerir que 0S compostos
bioativos exerceram maior atividade nas primeiras 24h e que esta decaiu ao longo
do tempo ou que outros compostos menos ativos foram sendo produzidos com agao
bacteriostatica.

Em um estudo realizado por Tanvir et al. (2013) verificou-se que 42
isolados de actinomicetos endofiticos do género Streptomyces sp. apresentaram
atividade antimicrobiana contra os patdégenos multirresistentes E. coli e P.
aeruginosa. Antunes et al. (2013) também descreveram acdo antimicrobiana de
isolados do género Streptomyces sp. pela metodologia de dupla camada, contra
Enterococcus, um importante microrganismo associado a infecgbes nosocomiais.

Portanto, no presente estudo foi possivel demonstrar através do teste de
dupla camada que houve acdo antimicrobiana contra E. coli e P. aeruginosa, tanto

no cocultivo como no controle Streptomyces sp.
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C: Controle: P. aeruginosa

B: Cocultivo:E. col D: Cocultivo: P. aeruginosa

Figura 14: Teste de dupla camada pelo método de picada. Tempo de 168horas de
incubacdo. Tanto controle como cocultivo apresentaram halos de inibigdo, contra A e B: E.
coli e C e D: P. aeruginosa, barras representam halos de inibi¢cdo, (1) mais forte, (2) mais

fraco.

5.4 Avaliagdo da atividade antimicrobiana do extrato bruto do

cocultivo pela difusdo em poco

Utilizando a técnica de difusdo em poco (conforme descrito no item 4.9),
avaliou-se a atividade antimicrobiana dos extratos brutos produzidos pelo cocultivo e
também pelo controle (Streptomyces sp.), ao longo periodo de 50 dias, ou seja,
avaliado em 10 dias para cada tempo de incubacao (1°, 7°, 14°, 21° e 28°) conforme
ilustrado na figura 5. A cada dia era realizado o teste de atividade antimicrobiana,

através da medicdo dos halos de inibicdo do crescimento de E. coli e P. aeruginosa
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como demonstra na (Figura 15).

C: Controle:P. aeruginosa

B: Cocultivo:E. coli D: Cocultivo:P. aeruginosa

Figura 15: Teste de difusdo em pogo. Tanto controle como cocultivo apresentaram halos de
inibicdo, contra A e B: E. coli e C e D: P.aeruginosa . A figura refere-se ao extrato do oitavo dia

da avaliag@o do 1° inoculagéo.

Carvalho (2014) demonstrou em seu trabalho o perfil de suscetibilidade a
diversos isolados Gram negativas, como por exemplo, E. coli 70 e P. aeruginosa 59,
apontando que tais microrganismos foram multirresistentes a mais de duas classes
de antimicrobianos, assim podendo afirmar que 92% dos isolados foram

multirresistentes aos antimicrobianos.
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Salamoni et al. (2012) avaliaram a acdo antimicrobiana de extratos
produzidos por um isolado do género Streptomyces, que mostraram eficacia frente a
bactérias resistentes a antimicrobianos. Portanto, os extratos apresentaram acao
contra microrganismos de interesse clinico, incluindo Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA), Enterococcus faecium e Salmonella enteritidis,
caracterizando assim esse isolado de Streptomyces sp. como um produtor de
compostos bioativos.

Diante disto, o presente trabalho teve como objetivo verificar se os
isolados P. aeruginosa e E. coli, ambos multirresistentes seriam inibidos pelos
extratos brutos provenientes do cocultivo (Acanthamoeba polyphaga e Streptomyces
sp.) e controle (Streptomyces sp.) ao longo do periodo de avaliagéo.

Com base na figura 16, pode-se observar que houve atividade
antimicrobiana dos extratos produzidos tanto do cocultivo quanto do controle a partir
do segundo dia de avaliagdo. O cocultivo mostrou atividade superior ao controle a
partir do terceiro dia, tanto para E. coli quanto para P. aeruginosa. Houve um breve
declinio no sexto dia contra E. coli, mas permaneceram ativos contra P. aeruginosa.
Do sétimo dia em diante novamente verificou-se atividade antimicrobiana contra

ambos, sendo, no entanto sempre maior contra P. aueruginosa do que contra E.coli.
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Figura 16: Avaliagcdo da atividade antimicrobiana ao longo de 10 dias, apds 24horas (1° dia)

de incubagéo do cocultivo e controle, testados contra E. coli e P. aeruginosa.

Na avaliacdo da atividade antimicrobiana no (7°) tempo de incubacéo ou
apos 168horas (Figura 17), pode-se observar que os extratos brutos do cocultivo e
controle mantiveram a atividade a partir do segundo dia tanto contra E. coli como P.
aeruginosa. J& nos dias nove e dez podemos observar que somente o extrato do

cocultivo teve acéo tanto para E. coli como para P. aeruginosa.
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Figura 17: Avaliacdo da atividade antimicrobiana em 10 dias, apds 168horas (7°) tempo de
incubacéo do cocultivo e controle, testados contra E. coli e P. aeruginosa.

Utilizando um cocultivo de 14 dias ou 336 horas da avaliacdo da atividade
antimicrobiana dos extratos (figura 18), mostrou um declinio a partir do quarto dia na
atividade contra E.coli e P.aeruginosa, que a partir dai aumentou apenas contra

P.aeruginosa e manteve-se constante para E.coli.

35 -

© 30 -
3
= 25
o
S~ 20 -
2 E B controle contra E.coli
£ 15 -
2 M cocultivo contra E.coli
3 10 - ,
= m controle contra P.aeruginosa
T

S5 7 M cocultivo contra P.aeruginosa

0 .

1

Figura 18: Avaliacao da atividade antimicrobiana em 10 dias, apds 336horas (14°) tempo de
incubagé&o do cocultivo e controle, testados contra E. coli e P. aeruginosa.
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A atividade antimicrobiana do tempo de 21 dias ou 504 horas (figura 19),
mostrou que somente a partir do segundo dia inicia-se uma acdo antimicrobiana e
gue extratos do cocultivo tiveram maior atividade do que os controles, principalmente
contra P. aeruginosa. Pode-se observar também que ndo houve nenhuma atividade
dos extratos produzidos pelo controle (Streptomyces sp.) contra E. Coli, porém o
extrato do cocultivo mostrou atividade contra esta bactéria. No décimo dia, os

extratos nao mostraram mais atividade antimicrobiana.
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Figura 19: Avaliacao da atividade antimicrobiana em 10 dias, apds 504horas (21°) tempo de
incubacéo do cocultivo e controle, testados contra E. coli e P. aeruginosa.

A atividade antimicrobiana dos extratos brutos de um cocultivo de 28 dias,
(672 h), verifica-se através da (figura 20) que a atividade antimicrobiana é menor,
tendo ocorrido apenas até o quarto dia de avaliacdo. Os extratos tanto do controle

qguanto do cocultivo contra E.coli e P.aeruginosa apresentaram atividade somente no
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primeiro e segundo dias. No terceiro e quarto dias observou-se atividade dos

extratos brutos somente contra P. aeruginosa.
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Figura 20: Avaliacao da atividade antimicrobiana em 10 dias, apds 672horas (28°) do tempo
de incubagéo do cocultivo e controle, testados contra E. coli e P. aeruginosa.

De acordo com analise estatistica de variancia (ANOVA) dos dados
apresentado na tabela 1, pelo teste Tukey, pode se observar o efeito do tempo de
incubacdo e o efeito microrganismos onde 0os mesmos apresentaram diferencas
significativas pelos valores de (p<0,05) também € possivel verificar que ndo ha um
efeito significativo entre os demais.

O cocultivo mesmo n&o mostrando uma diferenca significativa,
comportou-se como melhor extrato bruto diante dos microrganismos E. coli e P.
aeruginosa.

Podemos afirmar que o tempo de incubacdo de 24horas (1°) foi o melhor

para producéo de extrato bruto com agao antimicrobiana. Quanto ao microrganismo,
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P. aeruginosa, foi o que apresentou maior sensibilidade. Porém, quanto ao extrato
bruto do cocultivo e do controle, comportaram-se diferentemente um do outro, mas

as diferencas nao foram estatisticamente significativas.

Tabela 2 - Teste univariado de importancia para halos parametrizacdo Sigma-

restrito - Hipétese de Decomposicéo Eficaz

Efeito SS Grau de MS F P
Liberdade
CcC/C 12,9654 1 12,9654 1,513 0,219252
Tempo incubacéo 154,3481 4 38,5870 4,503 0,001387**
Microrganismos 73,5000 1 73,5000 8,577 0,003554**
Dias 45,7303 9 5,0811 0,593 0,803294
CC/C*Tempo incubacgéo 7,4644 4 1,8661 0,218 0,928550
CC/C*Microrganismos 0,0024 1 0,0024 0,000 0,986655
Tempo incubacdo*Microrganismo 10,1628 4 2,5407 0,296 0,880264
CC/C*Dias 7,0316 9 0,7813 0,091 0,999746
Tempo incubacdo*Dias 134,0356 36 3,7232 0,434 0,998500
Microrganismos*Dias 14,8490 9 1,6499 0,193 0,994928
Erro 60,7943  521,0000 8,569878 - -

CC:cocultivo. C: controle. ** diferenca significativa (p<0,05).

Com base nos graficos das avaliagdes das atividades antimicrobianas ao
longo de cinco tempos de incubacao (1°, 7°, 14°, 21° e 28° dias) com producao de
extratos brutos em cinquenta dias, tanto de controle (Streptomyces sp.) quanto de
cocultivo. Podemos sugerir que A. polyphaga pode ter induzido ou otimizado a
producdo de diferentes compostos com agado antimicrobiana por Streptomyces sp.

Outra possibilidade seria de que Streptomyces sp. possa ter se beneficiado

da ameba, como nutriente ou de fatores que mesma tenha liberado no ambiente e
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assim favorecendo o seu crescimento. Além disso, o contato dos dois
microrganismos pode ter induzido a producédo de algum composto pela A. polyphaga
pelo fato da mesma vir a fagocitar os esporos e estes ter desencadeado a producao
de diferentes compostos.

Sabemos que 0s microrganismos em cocultivo sdo compostos por
comunidades microbianas naturais que sdo onipresentes na natureza. (Ross-Davis
et al. 2013). Em geral microrganismos que compartilham nichos ecolégicos
especificos, sejam estes procariontes (bactérias, arqueobactérias), eucariontes
(protistas, fungos) ou até mesmo 0s virus, podem crescer e sobreviver em um
mesmo ambiente, desde que as fontes de nutrientes sejam suficientes, podendo
assim haver relac6es mutualisticas ou antagonistas. (Beck et al. 2012).

No entanto, a possibilidade de crescimento e sobrevivéncia é limitada a
alguns grupos de microrganismos, s6 podendo se desenvolver em culturas
especificas, utilizando meios de cultura adaptados. Outros microrganismos Sao
impossiveis de cultivar artificialmente devido a dependéncia de interac6es, podendo
ser necessaria a presenca de outro microrganismo para que se desenvolvam
(Bertrand et al., 2014).

A coexisténcia de varios microrganismos que compartiham o mesmo
nicho pode afetar seu crescimento, seja nos padrdes de adaptacdo, morfolégico ou
até mesmo na capacidade de sintetizar proteinas e metabdlitos secundarios (Rico-
Gray, 2001). Assim, as comunidades microbianas tém uma grande influéncia em
seu ambiente imediato e até em um possivel hospedeiro (Sandland et al., 2007).

Segundo Baltz (2008), a diversidade de metabdlitos secundarios é
representada por modificacbes genéticas (transferéncia horizontal de genes,

mutacOes pontuais, duplicacdo genética, dele¢cdes parciais ou totais de genes,


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0734975014000378#bb1105
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0734975014000378#bb1105
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0734975014000378#bb0040
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0734975014000378#bb1060
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0734975014000378#bb1060
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0734975014000378#bb1130
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recombinacdo homologa e transposicbes) e por modificacbes ambientais
(temperatura, pH, fonte de nutricional).

Pesquisadores vém aplicando métodos na modificacdo das condicbes de
crescimento, modificacdo epigenética como também em cocultivos microbianos, a
fim de induzir a producdo de metabdlitos secundarios que normalmente ndo séo
observados em condic¢des laboratoriais (Cichewicz 2010).

O cocultivo de microrganismos também pode resultar em mutacao
genética e expressao subsequente de agrupamentos de genes de forma silenciosa
(Charusanti et al, 2012). Muitas outras pesquisas sobre cocultivo de
microrganismos mostraram que a interacdo entre dois microrganismos pode ativar
grupamentos de genes silenciosos. Na verdade, os microrganismos podem produzir
compostos que funcionariam como reguladores da transcricdo e modificadores
epigenéticos. (Konig et al., 2013).

Em um estudo realizado por Carlson et al. (2014), verificou-se através do
modelo de cocultivo entre Streptomyces sp. com quatro cepas patogénicas do filo
Proteobacteria a producdo do antibiético resistomicina. Assim foi possivel observar
gue estas cepas testadas induziram a producéo do antibiotico por Streptomyces sp.,
sugerindo que a regulacdo do metabolismo secundéario entre estas bactérias €
dependente da espécie bacteriana presente no meio ambiente. Estes resultados
suportam a no¢do de que a producdo de pequenas moléculas em bactérias nem
sempre € mantida, mas pode variar conforme contato com determinado
microrganismo.

Porém, pouco se sabe sobre a especificidade da regulacdo dos
metabdlitos secundarios em bactérias, bem como as condicbes em que uma

bactéria produz um antibiotico e a extensdo em que ela faz isso no reconhecimento
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de uma espécie no ambiente concorrente.

Neste contexto, & de extrema importancia estudar os microrganismos em
interacdo, onde os mesmos possam ativar/induzir a producdo de novos compostos
biativos que possam auxiliar na regulacdo positiva de uma grande variedade de
compostos que possam ser produzidos por competicio de nutriente ou espaco

guando cocultivados.

5.5 Avaliagcéo da producao de biomassa (peso seco)

Este experimento teve como objetivo avaliar a producédo de massa celular
no mesmo periodo da producdo de extrato bruto, tanto do cocultivo como do
controle, verificado durante dez dias para cada tempo de incubacéo (1°, 7°,14°,21° e
28° dia).

Em relacdo a biomassa, foi possivel visualizar producdo de massa celular
durante todos os dias, de cada tempo de incubacao, tanto no cocultivo como no
controle. Através de dados estatisticos, pode-se afirmar que a biomassa produzida
pelo cocultivo em comparacao ao controle ndo houve diferenca significativa.

A partir deste resultado obtido, podemos afirmar que a producdo de
biomassa do cocultivo foi superior ao controle (figura 18).

Sugerimos que este fator possa ter sido desencadeado por um dos
microrganismos em cocultivo, seja Acanthamoeba polyphaga ou Streptomyces sp.
ou por ambos, que podem ter fornecidos nutrientes para suplementar o meio em que
se encontravam durante a incubacgéo sob agitacao, favorecendo assim a producéo

de biomassa.
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Figura 21:Producdo de biomassa do controle e do cocultivo em diferentes tempos de
incubacao.

Em estudo realizado por Thakur et al. (2009) ao analisarem a influéncia
nutricional na producédo de metabdlitos produzidos por Streptomyces sp., verificaram
que a capacidade de formacédo de halos de inibicdo ndo esta correlacionada com a
producdo de biomassa.

Segundo Antunes (2013) em uma avaliacdo de influéncia nutricional na
otimizacdo e producédo de antimicrobianos por Streptomyces sp. ndo houve relacéo
direta de producdo de biomassa com a producdo de extrato com acgao
antimicrobiana.

Da mesma forma, através do presente estudo pode-se sugerir que nao

houve uma correlacéo entre producédo de biomassa e atividade antimicrobiana.
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5.6 Avaliacbes do sobrenadante, do sobrenadante lisado e do
sobrenadante semeado produzidos a partir do cocultivo, contra Escherichia

coli e Pseudomonas aeruginosa

A partir do cocultivo, foi realizada avaliagdo do sobrenadante, do lisado e
do sobrenadante semeado para verificar se o0s mesmos teriam atividade contras as
bactérias E. coli e P. aeruginosa.

Os testes foram realizados conforme itens 4.11, 4.12, 4.13, porém né&o
houve atividade antimicrobiana contra as bactérias multirresistentes em qualquer um
dos testes. Sugere-se que isto tenha ocorrido pela auséncia de condigbes

nutricionais necessarias ao crescimento dos microrganismos.

5.7 Avaliacédo de extratos brutos com maior atividade antimicrobiana,

contra cistos e trofozoitos de A. polyphaga

Apods avaliacdo e selecdo dos extratos brutos com melhor atividade
antimicrobiana, realizou-se o teste para verificar se 0s mesmos extratos teriam acao
contra cistos e trofozoitos de A. polyphaga. Apdés realizacédo dos testes dos extratos
conforme descricdo no item 4.14, verificou-se que 0s extratos ndo apresentaram

atividade contra A. polyphaga.
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6 CONCLUSOES

Através da interacdo entre Acanthamoeba polyphaga e Streptomyces sp.
pelo modelo de cocultivo pode-se confirmar que as amebas inviabilizam apdés
contato com Streptomyces sp. porém néo foi significativo.

O cocultivo favoreceu o crescimento de Streptomyces sp., ndo alterando
sua viabilidade, o que foi verificado pela emissdo de hifas logo ap6s 24horas de
contato até o tempo final de 672horas, ao contrario do controle que permaneceu
COMO esporo.

Cocultivos de A. polyphaga e Streptomyces sp em diferentes tempos de
incubagéo produziram extratos brutos com acdo antimicrobiana contra E. coli e P.
aeruginosa.

Através de andlise estatistica foi possivel confirmar diferenca significativa
no tempo de incubacdo de 24 horas, no qual os extratos apresentaram melhor
atividade. P. aeruginosa foi 0 microrganismo mais sensivel.

Quanto aos extratos brutos do cocultivo e controle apresentaram
diferencas quanto a atividade antimicrobiana, porém nao foram significativas.

Houve instabilidade na atividade antimicrobiana dos extratos produzidos
a partir do cocultivo, como também pelo controle, o que pode ser atribuido a
producao de diferentes compostos ao longo do tempo.

Quanto a producédo de biomassa, tanto o controle como o cocultivo
demonstraram aumento na producdo de biomassas, porém esta foi maior para o
cocultivo embora ndo tenha havido diferenga estatistica significativa. No entanto

existiu diferenca significativa de biomassas quando a comparacéo foi feita entre dias
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e tempo de incubacéao.

Quando realizado cocultivo novamente para verificar se o mesmo teria
acao contra E. coli e P. aeruginosa avaliando somente seu sobrenadante, lisado e
sobrenandante semeado, 0os mesmos nao demonstraram nenhuma atividade
antimicrobiana.

Extratos selecionados com melhor atividade antimicrobiana, quando
testados contra cistos e trofozoitos de A. polyphaga ndo mostraram atividade

antiprotozoaria contra 0s mesmos.
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PERSPECTIVAS

Mais estudos serdo necessarios para identificar e caracterizar 0s
compostos oriundos da interacdo entre A. polyphaga e Streptomyces sp.

Purificar os extratos brutos obtidos a partir da interacdo entre
Streptomyces sp. e A. polyphaga por meio da técnica de cromatografia em coluna.

Realizar 0s mesmos experimentos com outras espécies de
Acanthamoeba.

Identificar os compostos ativos por meio da técnica de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) e espectrometria de massas.

Identificar a estrutura molecular dos compostos ativos por meio da
técnica de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio.

Avaliar a citotoxicidade dos compostos ativos sobre células VERO e

HCE.
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ANEXOS

ANEXO A: Preparo de meios de cultivo e solucdes utilizadas

Meio Protease Peptona — Extrato de Levedo — Glicose (PYG)

- 7,59 de proteose peptona

- 0,759 de extrato de levedo

- 0,98g de sulfato de magnésio (MgS0Oa4.7H20 )

- 0,059g de cloreto de célcio (CaCl2.2H20)

- 1g de citrato de sédio (NazCeHs07.2H20)

- 0,029 de sulfato ferroso amoniacal [Fe(NH4)2(S04)2.6 H20]
- 0,034g de diidrogenofosfato de potassio (KH2PO4)

- 0,355¢ de hidrogenofosfato dissodico anidro (NaH2POa)

- 15g de glicose (CsH1206)

- Agua destilada g.s.p 1000 mL

Preparo: Todos o0s componentes foram dissolvidos na ordem
apresentada, com excecao do CaClz que foi dissolvido separadamente a adicionado
apos o resfriamento da solucdo. O pH foi ajustado em 6,5 + 0,2 e a solugédo

esterilizada por autoclavagem a 121 °C por 15 min. De Carli ( 2001).

Tampéo fosfato salino (PBS) 10 X concentrado

- 85,09 de cloreto de sédio (NaCl)
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- 15,59 de fosfato de sédio dibasico (NazHPO4.2H20)
- 2,39 de dihidrogenofosfato de sédio (NaH2PO4.H20)

- Agua deionizada g.s.p. 1000ml|

Preparo: Todos os componentes foram dissolvidos juntos. O pH foi
ajustado em 7,2 = 0,2 e a solucéo esterilizada por autoclavagem (121 °C por 15
min).

Para o preparo da solucédo tampao fosfato de sddio 1x, 1 parte da solucao
de PBS 10x foi diluida em 9 partes de agua destilada deionizada. A solucéo foi

esterilizada por autoclavagem 121 °C por 15 min, De Carli, (2001).

Meio Amido Caseina — (ACA)
- 10g amido / substituido por de glicose (CsH1206) melhor crescimento.

- 0,30g Caseina

- 0,059 de sulfato de magnésio (MgSOa)

- 2g de cloreto de sédio (NaClz)

- 2g Nitrato de potacio (KNO3)

- 29 de sulfato ferroso amoniacal (FeSOa)

- 0,034g Fosfato potassio dibasico (K2HPO4)
- 0,02g Carbonato de célcio (CaCOsg)

- 159 agar bacteriologico

- Agua destilada 1000 mL

Preparo: Todos os componentes foram dissolvidos. O pH foi ajustado em

6,5 £ 0,2 e a solucgéo esterilizada por autoclavagem (121 °C por 15 min).
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Caldo Amido caseina

- 10g amido / substituido por de glicose (CsH1206) melhor crescimento.
- 0,30g Caseina

- 0,059 de sulfato de magnésio (MgSOa)

- 2g de cloreto de sédio (NaClz)

- 2g Nitrato de potacio (KNO3)

- 29 de sulfato ferroso amoniacal (FeSOa)

- 0,034g Fosfato potassio dibasico (K2HPO4)

- 0,02g Carbonato de célcio (CaCOsg)

- Agua destilada 1000 mL

Preparo: Todos os componentes foram dissolvidos. O pH foi ajustado em 6,5 £ 0,2 e

a solucéo esterilizada por autoclavagem (121 °C por 15 min).



